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論文内容要旨
 Maf群蛋白質は塩基性領域とロイシンジッパー構造(b-zip構造)を持つDNA結合蛋白質で,
 ホモ二量体,あるいは他のb-zip構造を持つタンパク質とヘテロ二量体を形成する。Maf群蛋白
 質は転写活性化領域を保持した大Maf群蛋白質とそれを持たない小Maf群蛋白質に大別される
 が,これまでに前者として。-Maf,MafB,NRLおよびL-Mafが,また,後者としてMafF,
 MafKおよびMafGが同定されている。昨年,本研究グループにおいて小Maf群蛋白質が,赤
 血球特異的転写因子NRE2の一つのサブユニットとして機能することが明らかになった(五十
 嵐他,Na加re367,568(1994))。ところで,従来,NF-E2の大サブユニット(p45)をコード
 するmRNAは造血細胞系に特異的に存在するが,小Maf群蛋白質mRNAは各種組織に普遍的
 に認められると報告されていた。しかし,私たちは小Maf群蛋白質の発現も時間的・空聞的に
 制御されている可能性を示唆するいくつかの結果を得ていたので,私は本研究においてまず,
 insitubybridization(ISH)法によりマウス胎児における小Maf群蛋白質MafKの発現につ
 いて詳細に検討した。
 mafKmRNAの発現は7.5日胚では幅広く中胚葉細胞に,また,8.5日胚では沿軸中胚葉およ
 び未熟な体節に強く認められたが,9.5日胚では分化した体節の硬節,頭部神経提,鰓弓,側板
 および四肢芽の間葉細胞で認められたようになり,胎生13日目および15日目になるとそれは皮
 下や奨膜下の結合織軟骨,肺や腎の問質細胞などの間葉細胞に認められるようになった。また,
 同時期の肝に存在する造血細胞でもmafKmRNAの発現が認められた。ところが,さらに13
 日胚を詳細に調べてみたところ,それまで発現のみられなかった神経管でも腹側で強いmafK
 の発現が認められるようになり,腹側の中心管周囲の細胞と分裂増殖のサイクルを終了して中心
 管から離れ腹外側に位置する神経細胞に幅広く陽性シグナルが認められた。生後の中枢神経系に
 おいても脊髄神経節を含め,神経細胞全般に幅広くシグナルが観察された。これらのことから,
 mafK遺伝子は発生のごく初期における中胚葉細胞,および,その後の中胚葉由来の間葉細胞お
 よび血液細胞において発現し,さらに,分化に伴って神経細胞において発現するという発現様式
 をとっていることが理解された。
 私は次いで,mafK遺伝子の発現制御機構を解明する目的で,マウスmafK遺伝子の構造と機
 能の解析を行った。その結果,mafK遺伝子は4っのエクソンから構成されており,神経細胞で
 は中胚葉細胞において利用されている第1エクソン(IM)の下流約6kbpに存在している特異的
 な第1エクソン(IN)を利用してその発現が行われていること,また,蛋白質コーディング領
 域は第2,第3エクソンに存在しており,この領域は両方の転写産物に共通に利用されているこ
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 とを明らかにした。さらに,両細胞系列に発現している蛋白質が同一のものであることを,
 MafKに対する特異抗体を用いた免疫プロット解析により確認し,また,ゲル泳動度遅延実験か
 ら胎児の肝と脳とではMafKを包含するDNA結合活性が明らかに異なること,すなわち,それ
 ぞれの組織でMafKは異なる蛋白質と複合体を形成していることを示した。
 さらに,2っの第1エクソンとその上流をそれぞれβガラクトシダーゼ遺伝子(β一ga1)に結
 合したプラスミドを構築して,マウス受精卵に遺伝子導入し,トランスジェニックマウス(IM-
 lacZマウス,IN-lacZマウス)を作成した。それぞれのマウスにおけるβ一gal活性の発現を解析
 し,1N・INそれぞれのプロモーター活性を検討したところ,IM-1acZマウスでは初期中胚葉と
 間葉細胞で,IN-1acZマウスでは神経管の腹側正中部でβ一gal活性の発現が観察された。すなわ
 ち,2っのプロモーターの特異的な使い分けが実証された。しかし,胎児肝造血細胞や成熟した
 神経細胞でのmafK発現は観察されず,これらの組織・細胞におけるmafK遺伝子の発現には
 さらに未知のエンハンサーが必要と考えられた。
 本研究から複数の転写制御領域による組織。分化段階特異的なmafKの発現調節機構の存在
 が明らかになったが,このことは細胞の分化や機能発現におけるMafKの多様な機能的貢献の
 分子的基盤を形成しているものと考えられる。また,小Maf群蛋白質が他のb-zip蛋白質と様々
 なヘテロ二量体を形成し,転写活性化能を変化させることが可能である事実を考慮すれば,
 MafKを中心とした大きな転写制御ネットワークが細胞の分化や機能発現を制御している可能性
 も示唆される。
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 審査結果の要旨
 本橋論文では,ニワトリ癌遺伝子mafの関連遺伝子の産物で,小Maf蛋白群のひとつである
 MafKのmRNAの発現を,insituハイブリダイゼーション法を用いて,マウス胎児の各種組
 織において調べ,MafK自身の発現が,はたして時間的・空間的に抑制されているか否かにつ
 いて検討した。その結果,mafKの発現には,発生のごく初期における中胚葉細胞での発現,そ
 の後の中胚葉由来の間葉細胞および血液細胞での発現,さらに神経系での神経細胞の分化に伴う
 発現という,時間的・空間的に明らかに異なる発現様式のあることが判明した。そこでmafK
 遺伝子のクローニングを行ってみると,mafKには組織特異的な2種類のプロモーターが存在し,
 第1エクソンを使い分けかっ同一のタンパクを合成している事が明らかになった。さらに,ゲル
 泳動度遅延実験にてMafKはp45と複合体を形成してDNAに結合していることが示され,
 MafKが組織において多様な機能を発現していることが示唆された。そこで,複数のプロモー
 ター,エンハンサーによる組織特異的なMafK発現制御機構の詳細を知る目的にて,トランス
 ジェニックマウスを作成して検討したところ,培養細胞では細胞特異性が検出できなかったIM
 エクソンの上流約0.9kbpに,初期中胚葉と間葉細胞での転写活性化能が存在するが,造血細胞
 には認められないことが明らかになり,かっIMエクソンの上流約3kbpが,神経管の腹側正中
 での転写活性化能を有しているが,成熟した神経細胞では活性化能を認めず,それぞれのプロモー
 ターが組織特異的に機能するエンハンサーの支配の下に制御されていることが判明した。
 かくして,本論文は,同一の転写因子が個体発生において,時間的・空間的に異なる状況で多
 様な機能を果たしていること,そして,その分子的基盤は,転写因子自身の発現が複数の制御機
 構により精密に行われることによって形成されていることなどを実証することが出来たので,学
 位に十分値するものと判定する。
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